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(57)【要約】
【解決手段】シリコン酸化膜が形成された基板のシリコン酸化膜上に、アルコキシシラン
の有機単分子膜が被覆されたテンプレート領域とシリコン酸化膜が露出した生体分子固定
領域とを形成し、上記生体分子固定領域のシリコン酸化膜に、ターゲット分子又はキャプ
チャー分子を固定化し、キャプチャー分子又はターゲット分子を表面に固定化した磁性微
粒子を、上記ターゲット分子とキャプチャー分子とを結合させることによって上記基板上
に固定化して、上記固定化された磁性微粒子の磁気をシグナルとして上記シリコン酸化膜
上に固定化されたターゲット分子を検出する。
【効果】生体分子間相互作用に由来するシグナルを安定的に発生させることができると共
に、このシグナルを高精度、かつ高感度で検出することができ、汎用性を有しながら、効
率的に生体分子間相互作用を検出することができる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ターゲット分子とキャプチャー分子との生体分子間相互作用を検出するバイオセンシン
グ方法であって、
シリコン酸化膜が形成された基板の該シリコン酸化膜上に、ターゲット分子及びキャプチ
ャー分子に対して反応性を有さないアルコキシシランの有機単分子膜が被覆されたテンプ
レート領域と、上記シリコン酸化膜が露出した生体分子固定領域とを、上記テンプレート
領域が上記生体分子固定領域を取り囲むように形成し、
上記生体分子固定領域のシリコン酸化膜に、ターゲット分子を、上記有機単分子膜とは反
応せず、上記シリコン酸化膜と反応して該シリコン酸化膜と上記ターゲット分子とを連結
する連結分子を介して上記シリコン酸化膜に結合させて固定化し、次いで、上記生体分子
固定領域に固定化されたターゲット分子に選択的に結合するキャプチャー分子を、表面に
該表面と上記キャプチャー分子とを連結する連結分子を介して又は介さずに固定化した磁
性微粒子を、上記ターゲット分子とキャプチャー分子とを結合させることによって上記シ
リコン酸化膜上に固定化して、或いは
上記生体分子固定領域のシリコン酸化膜に、ターゲット分子に選択的に結合するキャプチ
ャー分子を、上記有機単分子膜とは反応せず、上記シリコン酸化膜と反応して該シリコン
酸化膜と上記キャプチャー分子とを連結する連結分子を介して上記シリコン酸化膜に結合
させて固定化し、次いで、上記生体分子固定領域に固定化されたキャプチャー分子と結合
させるターゲット分子を、表面に該表面と上記ターゲット分子とを連結する連結分子を介
して又は介さずに固定化した磁性微粒子を、上記ターゲット分子とキャプチャー分子とを
結合させることによって上記シリコン酸化膜上に固定化して
上記固定化された磁性微粒子の磁気をシグナルとして上記基板上に固定化されたターゲッ
ト分子を検出することを特徴とするバイオセンシング方法。
【請求項２】
　上記シリコン酸化膜と上記ターゲット分子とを連結する連結分子、及び上記シリコン酸
化膜と上記キャプチャー分子とを連結する連結分子が、アミノ系又はカルボキシル系の官
能基を少なくとも１個含有する炭素数３～２０の直鎖状炭化水素基を有するアルコキシシ
ランであることを特徴とする請求項１記載のバイオセンシング方法。
【請求項３】
　ターゲット分子とキャプチャー分子との生体分子間相互作用を検出するバイオセンシン
グにおいて、ターゲット分子又はキャプチャー分子を基板上に固定化する方法であって、
シリコン酸化膜が形成された基板の該シリコン酸化膜上に、ターゲット分子及びキャプチ
ャー分子に対して反応性を有さないアルコキシシランの有機単分子膜が被覆されたテンプ
レート領域と、上記シリコン酸化膜が露出した生体分子固定領域とを、上記テンプレート
領域が上記生体分子固定領域を取り囲むように形成し、
上記生体分子固定領域のシリコン酸化膜に、ターゲット分子を、上記有機単分子膜とは反
応せず、上記シリコン酸化膜と反応して該シリコン酸化膜と上記ターゲット分子とを連結
する連結分子を介して結合させて、或いは
上記生体分子固定領域のシリコン酸化膜に、ターゲット分子に選択的に結合するキャプチ
ャー分子を、有機単分子膜とは反応せず、上記シリコン酸化膜と反応して該シリコン酸化
膜と上記キャプチャー分子とを連結する連結分子を介して結合させて固定化することを特
徴とする固定化方法。
【請求項４】
　上記シリコン酸化膜と上記ターゲット分子とを連結する連結分子、及び上記シリコン酸
化膜と上記キャプチャー分子とを連結する連結分子が、アミノ系又はカルボキシル系の官
能基を少なくとも１個含有する炭素数３～２０の直鎖状炭化水素基を有するアルコキシシ
ランであることを特徴とする請求項３記載の固定化方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】



(3) JP 2009-103703 A 2009.5.14

10

20

30

40

50

【０００１】
　本発明は、生体関連物質の検出／定量に有効なバイオセンシング方法、並びにターゲッ
ト分子及びキャプチャー分子の固定化方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　バイオセンシングと呼ばれる生体分子間相互作用の検出は、臨床現場における遺伝子診
断、各種イムノアッセイ、創薬におけるリガンドスクリーニングなど、医療分野への応用
が望まれている。現在、生体分子間相互作用の検出に蛍光物質や発光物質をマーカーとし
て用いる手法が主流であるが、これらは物質の特性上の問題から定量性や再現性に乏しい
ものである。
【０００３】
　一方、磁性微粒子を用いた磁気検出法は、シグナルの減衰が起こらないことから安定し
ており、高い検出感度が得られることが期待できるものである。このような生体分子間相
互作用を磁気を利用して検出する磁気検出法について、現在までに様々な報告がなされて
いるが、これらは特殊な大型装置を必要とするものであり、これまで、汎用性を有しなが
ら、簡便、迅速な測定を達成したものは示されていない。特開２００２－５０１１７４号
公報（特許文献１）には、コンパクトディスク上に固定したＤＮＡ又はタンパク質を磁性
流体の磁性により検出することができるとの記載があるが、コンパクトディスク上の捕獲
物質分子の固定面が不均一であるため、充分な感度や精度でシグナルを検出することがで
きず、シグナルの安定性も悪い。そのため、生体分子間相互作用に由来するシグナルを安
定的に発生させることができると共に、このシグナルを高精度かつ高感度で検出すること
ができるバイオセンシング方法が望まれていた。
【０００４】
【特許文献１】特開２００２－５０１１７４号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、上記事情に鑑みなされたもので、生体分子間相互作用に由来するシグナルを
安定的に発生させることができると共に、このシグナルを高精度、かつ高感度で検出する
ことができ、汎用性を有しながら、効率的に生体分子間相互作用を検出することができる
バイオセンシング方法を提供することを目的とする。また、本発明は、ターゲット分子と
キャプチャー分子との生体分子間相互作用を検出するバイオセンシングにおいて、生体分
子間相互作用に由来するシグナルを安定的に発生させることができると共に、このシグナ
ルを高精度、かつ高感度で検出することができるターゲット分子又はキャプチャー分子の
固定化方法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者は、上記目的を達成するため鋭意検討を重ねた結果、基板上に、ターゲット分
子及びキャプチャー分子に対して反応性を有さない単分子膜が被覆されたテンプレート領
域と基板面が露出した生体分子固定領域とを、上記テンプレート領域が上記生体分子固定
領域を取り囲むように形成し、上記生体分子固定領域の基板面に、ターゲット分子を、上
記基板面と上記ターゲット分子とを連結する連結分子を介して又は介さずに結合させて、
或いは上記生体分子固定領域の基板面に、ターゲット分子に選択的に結合するキャプチャ
ー分子を、上記基板面と上記キャプチャー分子とを連結する連結分子を介して又は介さず
に結合させて固定化することにより、基板上で生体反応を行う際に問題となる、生体分子
や磁性微粒子の非特異的な吸着を防止することが可能となり、ターゲット分子又はキャプ
チャー分子の固定化状態を制御して所望の位置に選択的に固定化することができ、ノイズ
を低減できることから高い検出感度、検出精度が達成できることを見出した。
【０００７】
　更に、上記固定化されたターゲット分子に選択的に結合するキャプチャー分子を表面に
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該表面と上記キャプチャー分子とを連結する連結分子を介して又は介さずに固定化した磁
性微粒子を、上記ターゲット分子とキャプチャー分子とを結合させることによって上記基
板上に固定化すること、或いは上記固定化されたキャプチャー分子と結合させるターゲッ
ト分子を表面に該表面と上記ターゲット分子とを連結する連結分子を介して又は介さずに
固定化した磁性微粒子を、上記ターゲット分子とキャプチャー分子とを結合させることに
よって上記基板上に固定化することにより、固定化された磁性微粒子の磁気をシグナルと
してターゲット分子を検出することができ、生体分子間相互作用に由来するシグナルを安
定的に発生させて、このシグナルを高精度、かつ高感度で検出することができること、こ
れにより汎用性を有しながら、効率的に生体分子間相互作用を検出することができること
を見出し、本発明をなすに至った。
【０００８】
　即ち、本発明は、
（１）ターゲット分子とキャプチャー分子との生体分子間相互作用を検出するバイオセン
シング方法であって、
シリコン酸化膜が形成された基板の該シリコン酸化膜上に、ターゲット分子及びキャプチ
ャー分子に対して反応性を有さないアルコキシシランの有機単分子膜が被覆されたテンプ
レート領域と、上記シリコン酸化膜が露出した生体分子固定領域とを、上記テンプレート
領域が上記生体分子固定領域を取り囲むように形成し、
上記生体分子固定領域のシリコン酸化膜に、ターゲット分子を、上記有機単分子膜とは反
応せず、上記シリコン酸化膜と反応して該シリコン酸化膜と上記ターゲット分子とを連結
する連結分子を介して上記シリコン酸化膜に結合させて固定化し、次いで、上記生体分子
固定領域に固定化されたターゲット分子に選択的に結合するキャプチャー分子を、表面に
該表面と上記キャプチャー分子とを連結する連結分子を介して又は介さずに固定化した磁
性微粒子を、上記ターゲット分子とキャプチャー分子とを結合させることによって上記シ
リコン酸化膜上に固定化して、或いは
上記生体分子固定領域のシリコン酸化膜に、ターゲット分子に選択的に結合するキャプチ
ャー分子を、上記有機単分子膜とは反応せず、上記シリコン酸化膜と反応して該シリコン
酸化膜と上記キャプチャー分子とを連結する連結分子を介して上記シリコン酸化膜に結合
させて固定化し、次いで、上記生体分子固定領域に固定化されたキャプチャー分子と結合
させるターゲット分子を、表面に該表面と上記ターゲット分子とを連結する連結分子を介
して又は介さずに固定化した磁性微粒子を、上記ターゲット分子とキャプチャー分子とを
結合させることによって上記シリコン酸化膜上に固定化して
上記固定化された磁性微粒子の磁気をシグナルとして上記基板上に固定化されたターゲッ
ト分子を検出することを特徴とするバイオセンシング方法、
（２）上記シリコン酸化膜と上記ターゲット分子とを連結する連結分子、及び上記シリコ
ン酸化膜と上記キャプチャー分子とを連結する連結分子が、アミノ系又はカルボキシル系
の官能基を少なくとも１個含有する炭素数３～２０の直鎖状炭化水素基を有するアルコキ
シシランであることを特徴とする（１）記載のバイオセンシング方法、
（３）ターゲット分子とキャプチャー分子との生体分子間相互作用を検出するバイオセン
シングにおいて、ターゲット分子又はキャプチャー分子を基板上に固定化する方法であっ
て、
シリコン酸化膜が形成された基板の該シリコン酸化膜上に、ターゲット分子及びキャプチ
ャー分子に対して反応性を有さないアルコキシシランの有機単分子膜が被覆されたテンプ
レート領域と、上記シリコン酸化膜が露出した生体分子固定領域とを、上記テンプレート
領域が上記生体分子固定領域を取り囲むように形成し、
上記生体分子固定領域のシリコン酸化膜に、ターゲット分子を、上記有機単分子膜とは反
応せず、上記シリコン酸化膜と反応して該シリコン酸化膜と上記ターゲット分子とを連結
する連結分子を介して結合させて、或いは
上記生体分子固定領域のシリコン酸化膜に、ターゲット分子に選択的に結合するキャプチ
ャー分子を、有機単分子膜とは反応せず、上記シリコン酸化膜と反応して該シリコン酸化



(5) JP 2009-103703 A 2009.5.14

10

20

30

40

50

膜と上記キャプチャー分子とを連結する連結分子を介して結合させて固定化することを特
徴とする固定化方法、及び
（４）上記シリコン酸化膜と上記ターゲット分子とを連結する連結分子、及び上記シリコ
ン酸化膜と上記キャプチャー分子とを連結する連結分子が、アミノ系又はカルボキシル系
の官能基を少なくとも１個含有する炭素数３～２０の直鎖状炭化水素基を有するアルコキ
シシランであることを特徴とする（３）記載の固定化方法
を提供する。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明によれば、生体分子間相互作用に由来するシグナルを安定的に発生させることが
できると共に、このシグナルを高精度、かつ高感度で検出することができ、汎用性を有し
ながら、効率的に生体分子間相互作用を検出することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１０】
　以下、本発明について更に詳しく説明する。
　本発明においては、基板上にバイオセンシングにより検出する生体分子であるターゲッ
ト分子又はターゲット分子に選択的に結合するキャプチャー分子を固定化する。そのため
に、まず、基板上にバイオセンシングにより検出する生体分子であるターゲット分子及び
ターゲット分子に選択的に結合するキャプチャー分子に対して反応性を有さない単分子膜
が被覆されたテンプレート領域と基板面が露出した生体分子固定領域とを、上記テンプレ
ート領域が上記生体分子固定領域を取り囲むように形成する。
【００１１】
　基板上にこれらの領域を形成する方法としては、まず、基板上に有機化合物等の単分子
膜を形成し、これをパターニングして、部分的に基板面を露出させることにより可能であ
る。ここで、基板としては、シリコン等の金属基板、樹脂基板などを用いることができ、
形成する単分子膜の種類に応じて、必要により所望の表面処理を施したものを用いること
も可能である。
【００１２】
　具体的には、図１に示されるように、例えば、シリコン基板１を酸化処理してその表面
にシリコン酸化膜２を形成した基板の酸化膜上に、アルコキシシランの単分子膜等の有機
単分子膜３を形成し、この上に粒子線（紫外線、電子線、Ｘ線等）レジスト４を塗布し、
粒子線によってパターニングを行い（図１（Ａ））、その後、パターン下部の露出した有
機単分子膜を酸素プラズマエッチングなどの手法を用いて除去し（図１（Ｂ））、レジス
トを剥離することによりテンプレート領域５及び生体分子固定領域６を形成（図１（Ｃ）
）することができる。
【００１３】
　この場合、形成する有機単分子膜としては、非反応性の好ましくは炭素数８～２０の直
鎖アルキル又はフッ素化アルキル基を有するアルコキシシランによる単分子膜が挙げられ
る。有機単分子膜としては、基板上に均一な膜を形成させるため、自己集積化膜であるこ
とが望ましい。より具体的には、アルキルシラン：ＣＨ3（ＣＨ2）17Ｓｉ（ＯＣＨ3）3、
フッ素化アルキルシラン：ＣＦ3（ＣＦ2）7（ＣＨ2）2Ｓｉ（ＯＣＨ3）3等が挙げられる
。また、有機単分子膜としてアルコキシシランを用いる場合、基板としては表面にシリコ
ン酸化膜が形成されたものが好適である。
【００１４】
　このような有機単分子膜は、有機単分子膜となる有機分子を気相中基板上に移動させて
吸着させる気相化学反応法などにより成膜が可能である。
【００１５】
　次に、上述したような方法により形成した生体分子固定領域の基板面に、ターゲット分
子を、基板面とターゲット分子とを連結する連結分子を介して又は介さずに結合させて、
或いはキャプチャー分子を、基板面とキャプチャー分子とを連結する連結分子を介して又
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は介さずに結合させて固定化する。この場合、ターゲット分子又はキャプチャー分子が基
板面にそのまま結合するものであれば直接固定化することができ、ターゲット分子又はキ
ャプチャー分子が基板面に直接結合しないものであれば連結分子を介して結合させること
ができる。基板面とターゲット分子又はキャプチャー分子とを連結する連結分子は、１種
単独であっても２種以上を連鎖させてもよい。
【００１６】
　本発明においては、このような生体分子であるターゲット分子を、基板上に形成した生
体分子固定領域に固定化するが、ターゲット分子又はキャプチャー分子を、基板面とター
ゲット分子又はキャプチャー分子とを連結する連結分子を介して固定化する場合、このよ
うな連結分子としては、上述した有機単分子膜とは反応せず、基板面と反応して結合する
ものである必要がある。
【００１７】
　有機単分子膜として上述したようなアルコキシシランを用いる場合、連結分子としては
、例えば、反応性の官能基、特にアミノ系の官能基（ＮＨ2－、－ＮＨ－、Ｃ5Ｈ5Ｎ－、
Ｃ4Ｈ4Ｎ－等）又はカルボキシル系の官能基（－ＣＯＯＨ等）を少なくとも１個含有する
炭素数３～２０の直鎖状炭化水素基（アルキル基等）を有するアルコキシシランを用いる
ことが好適である。これらのアルコキシシランは、特に、基板としてシリコン酸化膜が形
成されたものを用いた場合、シリコン酸化膜と結合させることができるため好適である。
【００１８】
　この場合、アミノ系の官能基、カルボキシル系の官能基等の反応性官能基に置換可能な
基、例えばＢｒ－、－ＣＮ等のアミノ誘導基を有するアルコキシシランを用いて単分子膜
を形成後、これらアミノ誘導基をアミノ基に置換する方法で導入することもできる。
【００１９】
　なお、基板としてシリコン酸化膜が形成されたものを用いる場合、連結分子としては、
密着性等の点でトリアルコキシシランが好ましく、またアルコキシ基としては炭素数１～
３のアルコキシ基（－ＯＲ：Ｒは一価炭化水素基を表す）、特にメトキシ基（－ＯＣＨ3

）、エトキシ基（－ＯＣ2Ｈ5）が好ましい。より具体的には、ＮＨ2（ＣＨ2）3Ｓｉ（Ｏ
Ｃ2Ｈ5）3等の活性官能基を有するトリアルコキシシランが挙げられる。
【００２０】
　このような連結分子は、連結分子を含む溶液中に有機単分子膜からなるテンプレート領
域と基板面が露出した生体分子固定領域を形成した基板を浸漬することにより生体分子固
定領域内の基板面上に導入することが可能である。
【００２１】
　本発明において、生体分子であるターゲット分子として、抗原、抗体、核酸、オリゴヌ
クレオチド、タンパク質、ペプチド、糖類、脂質、その他の生体高分子、生体関連低分子
、生体に対する毒物／有害物質イオンやこれらの複合体等を対象とすることができる。
【００２２】
　より具体的には、血清、だ液、糞尿、精液、各種細胞、細胞抽出液、環境中における水
、土壌、生物、微生物、食品、化粧品等に含まれる抗原、抗体、核酸、オリゴヌクレオチ
ド、タンパク質、ペプチド、糖類、脂質、その他の生体高分子、生体関連低分子、生体に
対する毒物／有害物質イオン、これらの複合体などが挙げられる。
【００２３】
　本発明において、キャプチャー分子は、ターゲット分子に選択的に結合するものであっ
て、検出しようとするターゲット分子に応じて適宜選択される。例えば、ビオチンをター
ゲット分子とする場合は、アビジンを用いることができ、ＤＮＡをターゲット分子とする
場合は、そのＤＮＡに適合するＤＮＡ検出プローブを用いることができる。
【００２４】
　このようなターゲット分子又はキャプチャー分子は、ターゲット分子又はキャプチャー
分子が含まれる溶液を必要に応じて連結分子を導入した生体分子固定領域上に滴下するこ
とにより固定化することができる。
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【００２５】
　次に、キャプチャー分子又はターゲット分子を表面に固定化した磁性微粒子について説
明する。
　本発明においては、生体分子固定領域に固定化されたターゲット分子に選択的に結合す
るキャプチャー分子を、表面に該表面とキャプチャー分子とを連結する連結分子を介して
又は介さずに固定化した磁性微粒子を用い、これを上述したように基板上の生体分子固定
領域に固定化したターゲット分子と結合させる。或いは、生体分子固定領域に固定化され
たキャプチャー分子と結合させるターゲット分子を表面に該表面とターゲット分子とを連
結する連結分子を介して又は介さずに固定化した磁性微粒子を用い、これを上述したよう
に基板上の生体分子固定領域に固定化したキャプチャー分子と結合させる。
【００２６】
　この場合、キャプチャー分子又はターゲット分子は、例えば、鉄酸化物、鉄化合物、ニ
ッケル化合物、コバルト化合物等の磁性を有する微粒子に固定化する。磁性微粒子の大き
さは基板上に固定化したときの検出面のラフネスを決定するため小さい方が望ましく、磁
性微粒子の大きさはミクロンサイズ以下、特にナノサイズのものが好ましい。より具体的
には、１０μｍ以下で超常磁性にならないもの、特に５～４００ｎｍ、とりわけ５～２０
０ｎｍのものが好ましく挙げられる。しかしながら、磁性微粒子はあまり小さいと超常磁
性となり検出が困難になるおそれがある。なお、超常磁性になる大きさは物質により異な
る。
【００２７】
　磁性微粒子へのキャプチャー分子又はターゲット分子の固定化は、キャプチャー分子又
はターゲット分子が磁性微粒子と直接結合するものであれば直接固定化することができる
が、キャプチャー分子又はターゲット分子が基板面に直接結合しないものであれば連結分
子を介して結合させることができる。基板面とキャプチャー分子又はターゲット分子とを
連結する連結分子は、１種単独であっても２種以上を連鎖させてもよい。連結分子として
は、例えば、反応性の官能基、特にアミノ系の官能基（ＮＨ2－、－ＮＨ－、Ｃ5Ｈ5Ｎ－
、Ｃ4Ｈ4Ｎ－等）又はカルボキシル系の官能基（－ＣＯＯＨ等）を少なくとも１個含有す
る炭素数３～２０の直鎖状炭化水素基（アルキル基等）を有するアルコキシシランを用い
ることができる。
【００２８】
　この場合、アミノ系の官能基、カルボキシル系の官能基等の反応性官能基に置換可能な
基、例えばＢｒ－、－ＣＮ等のアミノ誘導基を有するアルコキシシランを用いて単分子膜
を形成後、これらアミノ誘導基をアミノ基に置換する方法で導入することもできる。
【００２９】
　なお、アルコキシシランとしては、トリアルコキシシランが好ましく、またアルコキシ
基としては炭素数１～３のアルコキシ基（－ＯＲ：Ｒは一価炭化水素基を表す）、特にメ
トキシ基（－ＯＣＨ3）、エトキシ基（－ＯＣ2Ｈ5）が好ましい。より具体的には、ＮＨ2

（ＣＨ2）3Ｓｉ（ＯＣ2Ｈ5）3等の活性官能基を有するトリアルコキシシランが挙げられ
る。また、連結するキャプチャー分子又はターゲット分子によっては、非反応性の好まし
くは炭素数８～２０の直鎖アルキル又はフッ素化アルキル基を有するアルコキシシランを
用いることもできる。具体的には、ＣＨ3（ＣＨ2）17Ｓｉ（ＯＣＨ3）3、ＣＦ3（ＣＦ2）

7（ＣＨ2）2Ｓｉ（ＯＣＨ3）3等の不活性官能基を有するトリアルコキシシランが挙げら
れる。
【００３０】
　このような連結分子は、連結分子を含む溶液中に磁性微粒子を浸漬することにより磁性
微粒子表面上に導入することが可能である。
【００３１】
　またキャプチャー分子又はターゲット分子は、キャプチャー分子又はターゲット分子が
含まれる溶液に必要に応じて連結分子を導入した磁性微粒子を分散させて反応させること
により固定化することができる。
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【００３２】
　次に、磁性微粒子上に固定化されたキャプチャー分子又はターゲット分子を、生体分子
固定領域に固定化されたターゲット分子又はキャプチャー分子に結合させることによって
上記基板上に磁性微粒子を固定化する。この固定化は、キャプチャー分子又はターゲット
分子を固定化した磁性微粒子を分散させた分散液をターゲット分子又はキャプチャー分子
が固定化された生体分子固定領域に滴下することにより可能である。
【００３３】
　キャプチャー分子は対応するターゲット分子と選択的に結合するため、生体分子固定領
域以外の部分、即ち、テンプレート領域や、対応するターゲット分子が存在しない生体分
子固定領域には磁性微粒子は固定化されない。そのため、磁性微粒子は、ターゲット分子
又はキャプチャー分子が存在する生体分子固定領域上にのみ固定される。また、固定化さ
れる磁性微粒子の量は存在するターゲット分子の量によって決まる。
【００３４】
　基板上に固定化された磁性微粒子は、そのままで磁気を有しているためこの磁気をシグ
ナルとして上記基板上に固定化されたターゲット分子を検出、定量することができる。ま
た、必要に応じて、更に、マイクロメートル領域に磁場を引加できる素子等を用いて着磁
することも可能である。磁気の検出、定量には、振動試料型磁力計（ＶＳＭ）等の磁気計
測装置、光磁気計測装置、磁気力間顕微鏡等を用いることが可能である。また、電磁誘導
を利用したインダクティブヘッド、磁気抵抗効果や巨大磁気抵抗効果を利用したＭＲ、Ｇ
ＭＲヘッド等の磁気ヘッドを用いた磁気計測装置を用いることも可能である。更に、基板
上の磁気微粒子は磁気シグナルが長期に亘って安定したシグナルとして残存するため、サ
ンプルの保存が可能であり、半永久的にシグナルの測定が可能である。
【００３５】
　なお、本発明の方法においては、磁性微粒子の像を確認することにより、ターゲット分
子を検出することも可能であり、この場合、光学顕微鏡、走査型電子顕微鏡、原子間力顕
微鏡などの走査型プローブ顕微鏡等を用いて、磁性微粒子の像から磁性微粒子の有無を観
察することによりターゲット分子を検出することも可能である。
【００３６】
　更に、ディスク状の基板を用い、これを回転させながら検出器を基板上で走査すれば、
連続して多数のサンプルを迅速かつ、簡便に検出、定量することが可能である。また、同
一の基板上で、種類の異なるターゲット分子－キャプチャー分子間の反応（相互作用）を
同時に検出することも可能である。
【００３７】
　なお、磁性微粒子には、キャプチャー分子又はターゲット分子と共に蛍光物質を固定化
することが可能である。この場合、キャプチャー分子として、蛍光物質が固定化されたキ
ャプチャー分子を用いることも可能である。このようなものとしては、Ｃｙ２、Ｃｙ５、
ＦＩＴＣ、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ等の蛍光色素の他、ＧＦＰ等の蛍光タンパク質、蛍光タン
パク質もしくは蛍光物質が固定化されたキャプチャー分子が修飾されたＣｄＳｅなどの半
導体ナノ微粒子(量子ドット)などが挙げられる。蛍光物質を固定することにより、蛍光に
よる検出も可能となり、検出の信頼性を向上させることができる。この場合、蛍光の検出
には、蛍光スキャナ、蛍光顕微鏡等を用いることが可能である。
【００３８】
　本発明は、生体分子間反応の検出／定量が可能な方法であり、医療分野において必要と
される遺伝子、疾患の診断等における各種アッセイ、環境分野における物質計測、食品分
野における生物種判別等の用途において有効な方法である。
【実施例】
【００３９】
　以下、実施例を挙げて本発明を具体的に説明するが、本発明は下記実施例に限定される
ものではない。
【００４０】
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　　［実施例１］
　生体分子固定化
　基板として、シリコンウェハーの表面にシリコン酸化膜を９５０℃のドライ酸化によっ
て形成したものを用いた。これを、硫酸過水（硫酸：過酸化水素＝４：１）で１０分間、
１２０℃、続いてアンモニア過水（アンモニア：過酸化水素：水＝１：１：５）で１０分
間、８０℃の条件で洗浄し、ドライ窒素で乾燥後、疎水性単分子膜（ＯＤＭＳ：ｎ－オク
タデシルトリメトキシシラン）をシリコン酸化膜上に成膜した。成膜は、０．２ｍｌのＯ
ＤＭＳを含む２０ｃｍ3のテフロン（登録商標）容器に基板を封入し、露点－８０℃のド
ライルーム中で１１０℃にて３～５時間以上気相化学反応させる方法で行った。ＯＤＭＳ
の膜厚は、エリプソメーターによって測定され、１．７～２．１ｎｍであることが確認さ
れた。この結果は、ＯＤＭＳが単分子膜であることを示している。
【００４１】
　次に、表面に疎水性単分子膜を成膜した基板上に、ＵＶフォトリソグラフィー及び酸素
プラズマエッチングにより３０μｍ径のシリコン酸化膜が露出したドットパターンを形成
した。この基板を１％アミノプロピルトリメトキシシラン（ＡＰＴＥＳ）を含むトルエン
溶液中に６０℃で、１０分間浸漬することにより、ドット内のシリコン酸化膜上にＡＰＴ
ＥＳを導入した。
【００４２】
　次に、アミノ基との反応性を有する７．５ｍｍｏｌ／のＳｕｌｆｏ－ＮＨＳ－ＬＣ－Ｌ
Ｃ－ビオチンを基板上に滴下し、１時間静置し、洗浄することにより基板上にビオチンを
固定化した。
【００４３】
　このビオチンを固定化した基板について、別途、４０μｇ／ｍｌに調製したＣｙ２－ア
ビジン溶液を滴下し、ビオチン－アビジン反応を１時間行い、洗浄を行ったところ、蛍光
顕微鏡によりドットパターンに特異的な蛍光が観察され、基板上におけるビオチンの固定
化が確認された（図２（Ａ））。
【００４４】
　生体分子固定化磁性微粒子の調製
　１０％ＡＰＴＥＳを含むトルエン溶液中に粒径が約２００ｎｍの磁性微粒子（Ｆｅ3Ｏ4

：マグネタイト）を加え、分散させながら、６０℃にて３０分間反応した。次に、メタノ
ール及び水を用いて十分洗浄し、得られたＡＰＴＥＳを導入した磁性微粒子を、７．５ｍ
ｍｏｌ／ｌＳｕｌｆｏ－ＮＨＳ－ＬＣ－ＬＣ－ビオチンを含むＴｒｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ（
１０ｍｍｏｌ／ｌ，ｐＨ７．４）中で分散させながら１時間反応した。次に、ビオチン固
定化磁性微粒子を５０μｍｏｌ／ｌアビジン溶液に分散させながら１時間反応してアビジ
ン固定化磁性微粒子を得た。反応後、磁性微粒子は繰り返し洗浄することで精製した。
【００４５】
　得られた粒子を蛍光顕微鏡により観察したところ、アビジンが固定化されていることが
確認された（図２（Ｂ））。また、粒度分布計を用いて得られた粒子の分散性について評
価したところ、溶液中でほぼ単一粒子として分散していることが確認された。
【００４６】
　ビオチン固定化基板に対するアビジン固定化磁性微粒子の固定化
　ビオチン固定化基板に対するアビジン固定化磁性微粒子の反応は、２０μｌのＴｒｉｓ
　ｂｕｆｆｅｒ（１０ｍｍｏｌ／ｌ，ｐＨ７．４）中に分散した１～１００μｇ／ｍｌの
粒子を含む溶液を基板ドット上に滴下し、１０～３０分間、室温にて静置することで行っ
た。反応後、基板を洗浄することで非特異的に吸着した粒子を除去した。
【００４７】
　基板上に固定化した磁性微粒子の顕微鏡観察
　アビジン固定化磁性微粒子のビオチン固定化基板に対する反応について、各種顕微鏡を
用いた詳細な観察を行った。光学顕微鏡観察から、ビオチン－アビジン反応による磁性微
粒子の基板上への固定化が確認された（図３（Ａ））。また、基板ドット内に固定化され
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た磁性微粒子の詳細を観察するため、透過型電子顕微鏡（ＳＥＭ）による評価を行った（
図３（Ｂ））。ドット内には粒径約２００ｎｍの磁性微粒子の存在が確認された。この結
果から、生体分子間相互作用により粒子はドット内部にのみ、選択的に固定化されている
ことが確認された。
【００４８】
　タンパク質－小分子間反応の検出
　ビオチン固定化基板に対してアビジン固定化磁性微粒子を固定化した基板を、原子間力
顕微鏡（ＡＦＭ）及び磁気力間顕微鏡（ＭＦＭ）により観察した。図４（Ａ）に基板ドッ
ト内部のＡＦＭ写真、図４（Ｂ）にＭＦＭ写真を示す。ＡＦＭ観察から得られた凹凸像に
対応する明瞭な磁場像がＭＦＭによって観察された。一方、蛍光顕微鏡により、ドットパ
ターンに対応する粒子に標識されたＣｙ２由来の蛍光像も観察された（図４（Ｃ））。
【００４９】
　　［実施例２］
　生体分子固定化
　実施例１と同様の方法でＡＰＴＥＳを導入した基板を得、この基板に、１０ｍｍｏｌ／
ｌのＳｕｌｆｏ－ＬＣ－ＬＣ－ＳＰＤＰ溶液を基板表面に滴下し、１時間反応後、基板を
洗浄し、続いて２５μｍｏｌ／ｌのターゲットＤＮＡ（オリゴヌクレオチド：5’SH-TTTT
TTTTTTTTTTTTTTTT-3’FITC）溶液２５μｌを滴下し、１時間静置することで固定化を行っ
た。洗浄後、蛍光顕微鏡を用いて固定化したターゲットＤＮＡを確認したところ、ＦＩＴ
Ｃ由来の蛍光像が観察された（図５（Ａ））。
【００５０】
　生体分子固定化磁性微粒子の調製
　１０％ＡＰＴＥＳを含むトルエン溶液中に粒径が約２００ｎｍの磁性微粒子（Ｆｅ3Ｏ4

：マグネタイト）を加え、分散させながら、６０℃にて３０分間反応した。次に、メタノ
ール及び水を用いて十分洗浄し、得られたＡＰＴＥＳを導入した磁性微粒子を、７．５ｍ
ｍｏｌ／ｌＳｕｌｆｏ－ＮＨＳ－ＬＣ－ＬＣ－ビオチンを含むＴｒｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ（
１０ｍｍｏｌ／ｌ，ｐＨ７．４）中で分散させながら１時間反応した。次に、ビオチン固
定化磁性微粒子を５０μｍｏｌ／ｌアビジン溶液に分散させながら１時間反応し、更に、
これに２５μｍｏｌ／ｌのＲｈｏｄａｍｉｎｅ標識検出プローブ（オリゴヌクレオチド：
5’biotin-AAAAAAAAAAAAAAA-3’Rhodamine）を加え、１時間反応を行った後、洗浄してＤ
ＮＡ検出プローブ固定化磁性微粒子を得た。
【００５１】
　得られた粒子を蛍光顕微鏡により観察したところ、ＤＮＡ検出プローブが固定化されて
いることが確認された（図５（Ｂ））。また、粒度分布計を用いて得られた粒子の分散性
について評価したところ、溶液中でほぼ単一粒子として分散していることが確認された。
【００５２】
　ＤＮＡ固定化基板に対するＤＮＡ検出プローブ固定化磁性微粒子の固定化
　ＤＮＡ固定化基板に対するＤＮＡ検出プローブ固定化磁性微粒子の反応は、２０μｌの
Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ（１０ｍｍｏｌ／ｌ，ｐＨ７．４）中に分散した１～１００μｇ
／ｍｌの粒子を含む溶液を基板ドット上に滴下し、１０～３０分間、室温にて静置するこ
とで行った。反応後、基板を洗浄することで非特異的に吸着した粒子を除去した。
【００５３】
　基板上に固定化した磁性微粒子の顕微鏡観察
　ＤＮＡ検出プローブ固定化磁性微粒子のＤＮＡ固定化基板に対する反応について、各種
顕微鏡を用いた詳細な観察を行った。光学顕微鏡観察から、ＤＮＡ検出プローブとＤＮＡ
との反応による磁性微粒子の基板上への固定化が確認された。また、基板ドット内に固定
化された磁性微粒子の詳細を観察するため、透過型電子顕微鏡（ＳＥＭ）による評価を行
った。ドット内には粒径約２００ｎｍの磁性微粒子の存在が確認された。この結果から、
生体分子間相互作用により粒子はドット内部にのみ、選択的に固定化されていることが確
認された。
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【００５４】
　ＤＮＡハイブリダイゼーションの検出
　ＤＮＡ固定化基板に対してＤＮＡ検出プローブ固定化磁性微粒子を固定化した基板を、
原子間力顕微鏡（ＡＦＭ）及び磁気力間顕微鏡（ＭＦＭ）により観察した。ＡＦＭ観察か
ら得られた凹凸像に対応する明瞭な磁場像がＭＦＭによって観察された。一方、蛍光スキ
ャナにより、ドットパターンに対応する粒子に標識されたＲｈｏｄａｍｉｎｅ由来の蛍光
像も観察された（図６）。
【００５５】
　　［実施例３］
　ディスク状基板を用いて実施例１と同様の方法で、ビオチン固定化基板に対してアビジ
ン固定化磁性微粒子を固定化した基板を得た（図７）。次に、ドット部位の磁性微粒子に
ついて振動試料型磁力計（ＶＳＭ）を用いて磁気の検出を行ったところ、図８に示すよう
に良好なヒステリシスループが得られた。この時の保磁力、残留磁化は１７５Ｏｅ、０．
０６２ｅｍｕ／ｄｏｔであった。また、ドット以外の部位においては、図９に示すように
磁気は全く検出されなかった。このように、ドット部位のみにおいて磁気信号が検出され
ることから、ドット部位以外には、磁性微粒子の付着がないことが確認され、また、ドッ
ト部位における磁力を磁力検出機器により検出することが可能であることも確認された。
【００５６】
　また、サンプルを着磁し、基板を回転させながらＶＳＭと同種のピックアップコイルを
振動させて磁化を検出したところ、磁性微粒子が存在する部分のみにおいて磁化を検出で
きた。一方、サンプルを１５ｋＯｅの磁場を印加したまま、基板を回転させながらＶＳＭ
と同一のピックアップコイルを振動させて磁化を検出した場合にも、磁性微粒子が存在す
る部分のみにおいて磁化を検出できた。これらの結果から、基板を回転させながら基板上
で磁気検出器を走査することによって基板上の磁性微粒子の磁気検出が可能であることが
確認された。
【図面の簡単な説明】
【００５７】
【図１】基板上に単分子膜が被覆されたテンプレート領域と基板面が露出した生体分子固
定領域を形成する工程を説明する断面図である。
【図２】実施例１において得られた基板及び磁性微粒子の蛍光顕微鏡写真を示し、（Ａ）
生体分子固定領域に固定化されたビオチンにアビジンが反応した状態の蛍光を示す写真、
（Ｂ）はアビジンが固定化された磁性微粒子の蛍光を示す写真（スケールの長さ＝２５０
μｍ）である。
【図３】実施例１において、基板上に磁性微粒子が固定化された状態を示す顕微鏡写真で
あり、（Ａ）は光学顕微鏡写真（スケールの長さ＝１５０μｍ）、（Ｂ）は走査型電子顕
微鏡写真である。
【図４】実施例１において、基板上に磁性微粒子が固定化された状態を示す顕微鏡写真で
あり、（Ａ）は、原子間力顕微鏡写真、（Ｂ）は磁気力間顕微鏡写真、（Ｃ）は蛍光顕微
鏡写真（スケールの長さ＝５０μｍ）である。
【図５】実施例２において得られた基板及び磁性微粒子の蛍光顕微鏡写真を示し、（Ａ）
基板上にＤＮＡが固定化された状態の蛍光を示す写真、（Ｂ）はＤＮＡ検出プローブが固
定化された磁性微粒子の蛍光を示す写真（スケールの長さ＝２５０μｍ）である。
【図６】実施例２において得られた磁性微粒子が固定化された基板を蛍光スキャナによっ
て読み込んだ蛍光イメージを示す。
【図７】実施例３において得られた磁性微粒子が固定化されたディスク状基板の写真であ
る。
【図８】実施例３において得られたディスク状基板上に固定化された磁性微粒子について
、振動試料型磁力計を用いて磁気を測定した結果を示すヒステリシスループである。
【図９】実施例３において得られたディスク状基板のドット以外の部位について、振動試
料型磁力計を用いて磁気を測定した結果を示すヒステリシスループである。
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【符号の説明】
【００５８】
　１　シリコン基板
　２　シリコン酸化膜
　３　有機単分子膜
　４　レジスト
　５　テンプレート領域
　６　生体分子固定領域

【図１】 【図２】
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【図５】

【図６】

【図７】

【図８】
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【図９】
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